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NOUVELLES MOLECULES MULTIMERIQUES, LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION, ET LEUR UTILISATION POUR LA PREPARATION DE 
MEDICAMENTS 

L'invention a pour objet de nouvelles molecules multimeriques, leur procede de 
preparation, ainsi que leur utilisation pour la preparation de m6dicaments. 

L'invention a 6galement pour objet des molecules capables d'activer ou d'inhiber 
la reponse immunitaire. 

L'importance du couple CD40/CD40L dans la reponse immunitaire a amen<§ de 
nombreux groupes a utiliser des anticorps dirig6s contre ces deux molecules a des fins 
therapeutiques, de maniere a inhiber ou activer le systeme immunitaire. 
L' administration d'anticorps anti-CD40L a donne des resultats encourageants dans le 
traitement de maladies auto-immunes comme Pencephalomyelite allergique 
experimental murine (un modele de la scl6rose en plaques humaine)(Howard et aL, 
1999) ou dans le traitement de rejet d'allogreffes renales chez les singes (Kirk et aL, 
1999). Dans ces deux cas, les anticorps ont inhibe une activity nefaste du systems; 
immunitaire. Inversement, l'utilisation d'anticorps anti-CD40 agonistes a permis d'une^ 
part, d'ameliorer fortement la r£ponse a des vaccins anti-tumoraux peptidiques chez la. 
souris (Diehl et aL, 1999) et d'autre part, d'augmenter l'efficacite des cellules T CD4 +r 
dans la lutte contre des tumeurs murines (Sotomayor et aL, 1999 ; Lode et aL, 2000). 
Une regression de tumeur dans des modeles murins a 6te mise en Evidence apr&s 
injection de cellules dendritiques (CDs) transform6es par un adenovirus codant le 
CD40L (Kikuchi et aL, 2000). Enfin, une activation des cellules dendritiques par 
^interaction de leur molecule CD40 avec CD40L est capable de proteger des souris 
d'une infection par un parasite, Trypanosoma Cruzi (Chaussabel et aL, 1999). Dans tous 
ces travaux, la valence particuliere de la molecule CD40L, qui s'associe sous forme de 
trimere pour former avec le CD40 des complexes hexavalents, rend difficile la 
production d'anticorps fonctionnels capables d'interferer avec les fonctions du couple 
CD40/CD40L. Le d6veloppement des adenovirus codant pour CD40L repond en partie 
a cet inconvenient. Cependant, leur utilisation n'est pas sans poser de problemes chez 
Thomme. Enfin, la valence particuliere du systeme rend difficile la decouverte de 
molecules de synthase capables d'interf6rer avec Interaction CD40/CD40L. 




L'invention a pour but de fournir des ligands multim6riques con 9 us pour 
interferer dans des interactions proteine-proteine. 

La presente invention a egalement pour but la preparation de molecules pouvant 
interferer avec des interactions multivalentes prot6ines-proteines. 

La pr6sente invention a egalement pour but la preparation de molecules pouvant 
moduler l'activite des membres des families du TNF et du TNF-R. 

La presente invention a pour but de fournir une motecule de synthese agissant sur 

le systeme CD40/CD40L. . 
La presente invention a egalement pour but de fournir des motecules pouvant agir 

comme adjuvants ou immunosuppresseurs. 

La presente invention concerne une molecule multimerique capable de mimer, 
avec une activit6 agoniste ou antagonist^ un ligand multimerique proteique naturel. 

La presente invention concerne egalement une mol6cule multimerique capable de 
produire des effets differents de ceux produits par le ligand multimerique naturel 
appartenant a la famiUe du TNF, pouvant etre ben6fiques dans une pathologic 

Par "molecule capable de mimer un ligand avec une activitd agoniste", on designe 
une molecule capable de reproduire une partie ou la totalite des fonctions du ligand 
naturel. 

Par "molecule capable de mimer un tigand avec une activite antagoniste", on 
designe des molecules une mol6cule capable d'inhiber une partie ou la totalite des 
fonctions du ligand naturel. 

Par "ligand multimerique protdique naturel", on designe toute proteine active sur 
son recepteur sous forme multimerique, a savoir homo-dimerique, homo-trimerique, 
homo-tetramerique ou homo-oligomerique, par autoassemblage non covalent. 

La presente invention concerne une molecule multimerique telle que d6finie ci- 
dessus, capable de mimer un ligand de recepteur de la superfemMe du TNF. 

La "superfamille du TNF" d6signe une famille de molecules ayant des 
caract6ristiques structurales ou fonctionnelles proches de celles du TNF, ces molecules 
etant essentiellement impliquees dans lareponse immunitaire. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, la molecule multimerique 
de Invention est caracterisee en ce que le ligand est un ligand de la molecule CD40. 

La mol6cule CD40 est une molecule transmembranaire de 48 kDa qui appartient a 
la superfamille des "recepteurs au TNF". Elle est exprimee de maniere constitutive par 
les cellules presentatrices de l'antigene telles que les cellules dendritiques, les 
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monocytes et les lymphocytes B. Elle interagit de mantere trivalente avec CD40L 
(CD 154) exprime sur les cellules T activees, les leucocytes (monocytes/macrophages, 
cellules NK, basophiles, eosinophils), les plaquettes activ6es ainsi que sur des cellules 
non hematopoietiques (cellules musculaires lisses, cellules 6pitheliales, cellules 
endothelials). A la surface de ces differentes cellules, son expression est inductible et 
persistante contrairement k son expression sur les cellules T activees qui n'est que 
transitoire. L' interaction CD40/CD40L est centrale dans le developpement et le controle 
des reponses immunitaires humorales et cellulaires. 

La pr6sente invention conceme une molecule multimerique telle que definie ci- 
dessus, caracterisee en ce qu'elle repond a la formule generate suivante : 

A— X n 

dans laquelle : 

~ n est egal k 3, 4, 5 ou 6, 

— A est un groupe chimique, fonctionualise par au moins trois fonctions amines 
ou fonctions COOH, 

- X represente un groupe D, B-D ou B(D)-D\ dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* D et D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant k une sequence 
d6riv6e du ligand, choisie parmi les residus formant l'interface avec le recepteur du 
ligand, laquelle est susceptible d'interagir avec le recepteur. 

Le groupe chimique A est un groupe chimique fonctionnalis6 de telle sorte qu'il 
permet la liaison avec le groupe X. 

Par "bras espaceur", on designe une chaine organique utilisee pour eloigner le 
groupe D k la distance desiree de A. 

Par "peptides ou pseudopeptides", on designe un enchaSnement de residus 
decides amines naturels ou non naturels, relies entre eux par des liaisons amide. Un 
pseudopeptide est obtenu par remplacement d'une ou plusieurs liaisons amide dans le 
peptide par une liaison chimique de nature differente. 

Par "sequence derivee du ligand, choisie parmi les residus formant Finterface avec 
le recepteur du ligand", on d6finit une sequence peptidique appartenant a la s6quence 
primaire du ligand et dont le nombre d'acides amines est compris entre 3 et 10, et dont 
des etudes structurales (diffraction des rayons X, resonance magnetique nucteaire, 
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mod&isation mol6culaire, mutagenese dirigee) ont montr6 qu'au moins un des acides 
amines la composant est en interaction non covalente (liaison hydrogene, interaction 
cation-pi, pont salin, interaction hydrophobe, van der Waals) avec un residu d'acide 
amine du recepteur. 

Une molecule multimerique avantageuse de l'invention est une molecule 
multimerique caracterisee en ce que A pr6sente une symetrie C 3 . 

On definit une molecule de symetrie C 3 de la maniere suivante : une molecule 
appartient au groupe C 3 si elle possede un axe d'ordre 3 (cf. definition dans "Physical 
Chemistry", PW Atkins, Oxford University Press, 1998, p430). 

La presente invention concerne une mol6cule multimerique telle que definie ci- 
dessus, caracterisee en ce que : 

. soit A est un radical branche de symetrie C 3 de formule generate suivante : 



y -H" ch ^ z -( ch2 V v . 



dans laquelle : 

* metm' sont des nombres entiers compris de 1 a 5, 

* V represente un groupe NH ou CO formant une liaison amide avec X, 

* Z represente un atome d'oxygene ou un groupe CH 2 , 

* Y represente soit un atome d'azote, soit un groupe R-C soit un groupe R- 
CONH-C, dans lesquels R peut etre un groupe alkyle avec 1 a 10 atomes 
de carbone, un groupe alkenyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe 
alkynyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe aryle avec 5 a 12 
atomes de carbone, un groupe aralkyle avec 5 a 14 atomes de carbone ou 
un groupe heteroaryle avec 1 a 10 atomes de carbone, lesdits groupes 
pouvant etre non substituds ou substitues par 1 jusqu'a 6 substituants 
choisis parmi les groupes COOH, NH 2 , CONH 2 ou alkoxy, 
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o soit A est un radical C3 cyclique repondant a Tune des formules generales 
suivantes : 
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dans lesquelles : 

* Ra represente soit un groupe NH soit un groupe CO formant une liaison 
amide avec X, 

* Rb represente la chaine laterale d'un acide amine prot6inogenique, 




* p est un nonibre entier compris de 1 a 4, 

* q est un nombre entier compris de 0 a 4, 

• soit A est un radical brancbi non sym6trique repondant aux formules 
generales suivantes : 





vn 

dans lesquelles : 

* k repr6sente 3, 4, 5 ou 6, 

* R 1 represente soit un atome d'hydrogene, soit un residu d'acide amine 
choisi parmi les acides amines prot6inogeniques, soit un groupement 
RCO, ROCO ou RNHCO, R etant tel que defini ci-dessus, 

* R 2 represente soit un groupe NH 2 , soit un groupe NHR, soit un residu 
d'acide amine choisi parmi les acides amines proteinogeniques, R etant 
tel que defini ci-dessus, 

B repond a l'une des formules generales suivantes : 

EL — Y — R 4 on R— Y— 



r 



dans lesquelles : 

* Y represente une chame alkyle Ci-Cio ou un groupement alkynyle ou 
alk6nyle ou aryle ou aralkyle ou h6teroaryle, 

* R 3 represente soit un groupe -NH lorsque V ou R a est un groupe CO, soit un 
groupe CO lorsque V ou R a est un groupe -NH, 

* R 4 et R 5 represented ind6pendamment l'un de l'autre un groupe CO ou un 

groupe NH, 



— D et D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant a vine sequence 

derivee du ligand qui est en interaction avec le r6cepteur. 
La pr6sente invention concerne egalement une molecule telle que definie ci- 
dessus, caracteris6e en ce que D et D' repr6sentent des residus derives du ligand du 
recepteur CD40 humain ou murin (CD40L), choisis parmi les suivants : 
Lys'^-Gly-Tyr 145 , Tyr 145 -Gly-Lys 143 , 
Lys ,43 -Gly-Tyr-Tyr 146 ,Tyr t46 -Tyr-Gly-Lys 143 , 
Lys-Pro-Arg, Lys-v|/(CH 2 NH)Pro-Arg, 
Arg 200 -Phe-Glu-Arg-ne-Leu-Leu-Arg 207 , 
Arg 207 -Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 
Arg 200 -Phe-Glu-Arg-ne 204 , Ile 204 -Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 
Arg 203 -ne-Leu-Leu-Arg 207 ,Arg 207 -Leu-Leu-ne-Arg 203 , 
Cys 218 -Gly-Gln-Gln-Ser-ne 223 ,Ile 223 -Ser-Gln-Gln-Gly-Cys 218 , 
Gl^-Ser-Glu-Arg-He-Leu-Leu-Lys 207 , 
Lys^-Leu-Leu-De-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 
Gly^-Ser-Glu-Arg-Ile 204 , Ile^-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 
Arg 203 -ne-Leu-Leu-Lys 207 ,Lys 207 -Leu-Leu-Ile-Axg 203 , 
Cys 218 -Glu-Gln-Gln-Ser-Val 223 , Val^-Ser-Gln-Gln-Glu-Cys 218 , 
ou parmi des peptides hybrides constitues d'au moins deux acides amines 
consecutifs de deux des sequences definies ci-dessus, notamment les peptides de 
sSquences Arg 203 -!^ 204 ^ 145 ^ 146 ou Arg 203 -Ile 204 -Tyr 146 -Tyr ,45 -Gly 144 -Lys 143 , 

ou parmi des fragments des sequences susmentionnees, 
les acides amines pouvant etre indifferemment de configuration L ou D. 
Selon un mode de r6alisation avantageux de la presente invention, la molecule 
telle que definie ci-dessus est caracterisee en ce que A repond a l'une des formules 
suivantes : 
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10 dans lesquelles i repr6sente un nombre entier superieur ou egal a 1 . 

Une molecule avantageuse de la pr6sente invention est une molecule telle que 
d6finie ci-dessus, de formule suivante : 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 

NH 

(< 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr \ ' 5 



H-N N-H 



NH 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— g x q 



Ic 






La presente invention concerne 6galement une composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle comprend, k titre de substance active nne molecule 
multimerique telle que definie ci-dessus, en association avec un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

La pr6sente invention concerne egalement une composition vaccinale, caracterisee 
en ce qu'elle comprend, a titre de substance active une molecule multimerique telle que 
d6finie ci-dessus, en association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 
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La presente invention eoneeme egalement rutilisation de molecules 
multimeriques telle* que definies ci-dessus, pour la preparation d'un medicament 
deatine an traitement de pathologies impliquant ."inhibition ou 1'activation de la reponse 
immunitaire. 

La reponse immunitaire doit itre inhibee au eours des maladies inflammatones 
(rhumatismes inflammatoires), de, maladies auto-immunea, des reactions 
d'hypersensibilites en general et des allergies en partieulier, des rejets de greffes, des 

reactions du greffon contre I'hdte. 

La reponse immunitaire doit etre activee dans les vaccinations en general, dans 
rimmunomerapie des cancers, dans les maladies bacteriennes ou virales induisant une 
immunosuppression (rougeole, SIDA, virus de l'herpes, cytomegalovirus. . .). 

La presente invention concerne egalement rutilisation telle que mentionn6e cx- 
dessus, pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies 
impliquant rinhibition de la reponse immunitaire, telles que les rejets de greffes ou les 

maladies auto-immunes. 

Les maladies impliquant rinhibition de la reponse immunitaire comprennent les 
maladies auto-immunes telles que les diabetes, la sclerose en plaques, le lupus 
6ryth6mateux diamine ou 1- arthrite rhumatoide, les rejets de greffes, notamment dans 
le cadre d'allogreffes, de xenogreffes ou les reactions du greffon contre rhote, amsi que 
les reactions d'hypersensibilites telles que les allergies, notamment le rhume des foms et 
les dermatites atopiques, ou les granulomes. 

Les composes selon la presente invention, utilises dans le cadre de rinhibition de 
la reponse immunitaire, peuvent etre administr6s par voie intraveineuse, par les voies 
muqueuses (orales, aeriennes, nasales, vaginales), par voie sous-cutanee, intradermique 
ou 6picutan6e. 

La presente invention conceme egalement une composition pharmaceuuque, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un compose selon la presente invention, pour le 
traitement de pathologies impliquant rinhibition de la reponse immunitaire, lequel 
compose est present dans la composition pharmaceutique en quantites telles qa',1 pent 
etre administr6 a raison d'environ 100 ng a environ 5 mg par jour et par individu. 

La presente invention concerne egalement rutilisation telle que defmie ci-dessus, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant 
raugmentation de la reponse immunitaire, telles que les cancers ou les infections 
parasitaires, bacteriennes ou virales. 




Les cas impliquant Tactivation de la reponse immunitaire comprennent les 
vaccinations en general, notamment les vaccins contre la grippe ou contre les maladies 
infantiles, rimmunotherapie des cancers, notamment dans le cadre de melanomes ou de 
cancers a metastases, ou les maladies bacteriennes ou virales induisant une 
immunosuppression, notamment dans le cadre de la rougeole, du SIDA, du virus de 
Therpes ou du cytomegalovirus. 

Les composes selon la presente invention, utilises dans le cadre de r activation de 
la reponse immunitaire, peuvent Stre administres par voie intraveineuse, par les voies 
muqueuses (orales, aeriennes, nasales, vagmales), par voie sous-cutanee, intradermique 
ou epicutanee. 

La presente invention concerne egalement irae composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un compose selon la pr6sente invention, pour, le 
traitement de pathologies impliquant l'activation de la reponse immunitaire, lequel 
compose est pr6sent dans la composition pharmaceutique en quantites telles qu'il peut 
etre administre a raison d'environ 100 ng k environ 5 mg par jour et par individu. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation telle que definie ci-dessus, . 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de maladies non li£es au- 
syst&ne immunitaire, telles que les lymphomes, Tatherosclerose ou les thromboses. 

La presente invention concerne un proc£de de preparation sur support solide 
d'une molecule multimerique telle que definie ci-dessus, dans laquelle A est un radical 
C 3 cyclique et r6pond a Time des formules la, lb ou II telles que definies ci-dessus, ledit 
procede etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchalnement d'acides amines formant ime chalne peptidique en croissance, synthetisee 
par des cycles successifs de couplage entre des r6sidus d'acides amines N-proteges, 
dont trois portent un groupe Ra de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de deprotection, le premier residu d*acide amine etant 
accroche sur un support solide, 

- la cyclisation du precurseur lineaire de A protege susmentionne, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les susdites fonctions 
amines protegees, 

- le couplage des trois fonctions amines liberees avec un bras espaceur B 
N-protege, 
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- la deprotection du bras espaceur B et le couplage des fonctions amines liberees 
du bras espaceur B, avec un peptide D deja forme ou forme in situ par l'assemblage 
sequential des residus d'acides amines correspondant au peptide D, et 

- le clivage de la molecule du support solide, apres la suppression de tous les 
groupements protecteurs presents sur les chaxnes laterales fonctionnalis6es du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique selon 1'invention. 

Les composes comprenant un groupe A cyclique presentant une symetrie C 3 et 
repondant aux formules gen6rales la, lb ou H, sont obtenus par synthese sur support ^ 
solide selon le proced6 decrit ci-apres. Le groupe A est d'abord construit sur support 
solide par synthese de son precurseur lineaire et cyclisation. Ainsi, un premier r6sidu 
d'acide amine, dont la fonction acide est convenablement proteg6e (ester d'allyle par 
exemple), est accroche sur le support par une reaction d'amination reductrice, en 
utilisant une r6sine fonctionnalisee par un ald6hyde (resines commerciales). Le 
precurseur lineaire de A est ensuite assemblee par cycles successifs de couplage (de 
maniere classique en synthese de peptide) avec un acide amin6 N-protege (N-Fmoc- 
Xaa-OH par exemple, Xaa representant un acide amin6 ou un peptide en croissance 
quelconque) et de deprotection (piperidine 20% dans du DMF pour le clivage d'un 
groupe Fmoc). Les techniques de lavage et de filtration de la resine ainsi que de 
deprotection du groupement Fmoc sont celles couramment utilisees en synthese 
peptidique en phase solide. Les trois acides amines portant une chame R a (cf. formules 
la, lb ou II) sont fonctionnalises sur leur chaine laterale par une fonction amine qui est 
protegee par un groupement protecteur orthogonal aux autres (TEOC ou methyltrityl par 
exemple). A la fin de l'assemblage, le dernier groupement N-protecteur est cliv6 (en 
presence de piperidine 20% dans du DMF dans le cas d'un groupement Fmoc) et la 
protection de l'ester C-terminal est cliv6e. Le precurseur lin6aire est alors cyclisd "tete a 
queue" ("head to tail") en presence d'un reactif de couplage (classique en synthese 
peptidique) et d'une base tertiaire comme la DIEA ou la collidine par exemple. La 
reaction de cyclisation pent etre suivie par un test colorim6trique tel que le test de 
Kaiser (Kaiser et al., 1970). A la fin de la cyclisation, les groupements protecteurs des 
acides amines possedant une fonction amine protegee sont clives et le bras espaceur, 
convenablement protege (Fmoc-Ahx (acide 6-amino hexanoique)-COOH par exemple), 
est couple en pr6sence d'un agent de couplage sur les trois fonctions amines libres. A 
1'issue de ce couplage, le groupement protecteur du bras espaceur est cliv6 et le peptide 
D est assemble par des methodes classiques de synthese peptidique. A la fin de la 



synthese et une fois le dernier groupe protecteur enleve, la molecule est clivee de la 
resine, par exemple par traitement & T acide trifluoroacetique, lyophilisee apres 
precipitation k Tether et purifi6e par HPLC preparative en phase inverse sur line 
colonne CI 8 par exemple. 

La presente invention concerne un proced6 de preparation d'une molecule 
multimerique telle que d^finie ci-dessus, dans laquelle A est un radical C3 branch^ et 
r6pond a Tune des formules IV, V ou VI telles que definies ci-dessus, ledit proc6de 
etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

— le couplage des trois fonctions amines du radical A de formule IV, V ou VI 
avec un bras espaceur B protege, 

— la deprotection du bras espaceur B, 

- T assemblage du bras espaceur B deprotege avec des acides amines proteges 
entrant dans la constitution d'un peptide D, par des cycles successifs de couplage, de 
purification et de deprotection des acides amines susmentionnes, 

- la deprotection du dernier acide amine entrant dans la constitution du peptide ' 
D, afin d'obtenir la molecule multimerique selon rinvention. 

Les composes de Tinvention comprenant un groupe A qui est un radical branche 
de symetrie C3, et correspondant notamment aux formules IV a VI, peuvent etre 
synthetis6s en phase solide ou en solution selon la procedure detaillee ci-apres. 

Lorsque le radical A est fonctionnalise par des fonctions amines, le bras espaceur 
convenablement prot6ge (Boc-Ahx-OH par exemple) est couple en pr6sence d*un reactif 
de couplage selon les procedes de synthase peptidique sur les trois fonctions amines de 
A. A Tissue de ce couplage dont la reaction peut etre suivie par chromatographie sur 
couche mince, le produit est isole et purifie sur coloime de silice selon les techniques 
classiques de synthase organique. Le groupement Boc est ensuite cliv6 par T acide 
trifluoroac6tique, et le peptide D est assemble en solution par etapes successives de 
couplage, purification et deprotection du groupement Boc. A la fin de la synthese, les 
groupements protecteurs sur les chaines laterales sont clives par hydrogenation 
catalytique ou bien par traitement a Tacide fluorhydrique HF. La molecule trimerique 
est ensuite purifiee par HPLC preparative en phase inverse sur une colonne CI 8 par 
exemple. 

Lorsque le radical A est fonctionnalise par des fonctions acides carboxyliques, le 
bras espaceur convenablement protege (hexam&hytene diamine mono protegee par un 
groupement Boc par exemple) est couple en presence d'un r6actif de couplage selon les 
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precedes de synthese peptidique sur les trois fonctions acide carboxylique de A. A 
Tissue de ce couplage dont la reaction peut etre suivie par chromatographie sur couche 
mince, le produit est isole et purine sur colonne de siUce selon les techniques classiques 
de synthese organique. Le groupement Boc est ensuite cliv6 par l'acide 
trifluoroacetique, et le peptide D est assembl6 en solution par etapes successives de 
couplage, purification et deprotection du groupement Boc. A la fin de la synthese, les 
groupements protectees sur les chaines laterales sont olives par hydrogenation 
catalytique ou bien par traitement a l'acide fluorhydrique HF. La molecule trimerique 
est ensuite purifiee par HPLC preparative en phase inverse sur une colonne C18 par 
exemple. 

La pr6sente invention conceme un procede de pr6paration sur support solide 
d'une molecule multimerique telle que defmie ci-dessus, dans laquelle A est un radical 
branche non symetrique repondant a l'une des formules VH ou VIE telles que d6finies 
ci-dessus, ledit proced6 etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- le greffage d'une lysine sur un support solide, chacune des deux fonctions 
amines de la lysine, respectivement en position a et s, etant prot6g6e respectivement par 
des groupes protecteurs differents et orthogonaux, 

- l'allohgement de la chaine peptidique formee a partir de la lysine, a la longueur 
desiree, par couplages et d6protections successifs 

* soit uniquement des fonctions amines en position a afin d'obtenir le 
radical A de formule VII, avec des fonctions amines prot6gees en 
position 8, 

* soit uniquement des fonctions amines en position s afin d'obtenir le 
radical A de formule VB3, avec des fonctions amines protegees en 
position a, 

- le couplage des fonctions amines deprotdgees en position s dans le radical A de 
formule VII ou en position a dans le radical A de formule VB3, avec un bras B protege, 

- l'assemblage du bras espaceur B deprot6ge avec un peptide D deja form6 ou 
forme in situ par l'assemblage sequentiel des residus d'acides amines correspondant au 
peptide D, et 

- le clivage de la molecule ainsi obtenue du support solide, apres la suppression 
de tons les groupements protecteurs presents sur les chaines laterales fonctionnalisees 
du peptide D. 



Les composes de Tinvention comprenant un groupe A qui est un radical branche 
non symetrique, peuvent etre synthetis6s en phase solide selon la procedure detaillee ci- 
apres. 

On utilise une resine Fmoc-Xaa-Wang (Xaa peut Stre n'importe quel acide amin<§ 
ou peptide en croissance) ou une resine Fmoc-Rink-amide commerciale. Apres clivage 
du groupement Fmoc avec de la piperidine 25% dans du DMF (dimethylforrnarnide)(2 
x 15 min), Tacide amine, portant la chaine amine fonctionnalisee, convenablement 
protegee de mantere orthogonale notamment par un groupement Fmoc ou un 
groupement Mtt (m6thyltrityle) dans le cas'd'une fonction amine (Fmoc-Lys(Mtt)-OH 
par exemple), est active avec un agent de couplage en presence d'une base tertiaire et 
couple sut la resine. Le groupement Mtt ou Fmoc est clive selectivement par traitement 
avec une solution (6 ml) de 85% de dichloromethane (DCM), de 10% de 
triisopropylsilane (TIS), de 5% d'acide trifluoroacetique (TFA) (3x3 min)(cas du Mtt), 
ou de piperidine 25% dans du DMF (cas du Fmoc). La chatne est allongee a la longueur 
desir6e (k etant un nombre entier compris entre 3 et 6) par couplages et deprotections 
successives en utilisant le mSme acide amin6 (Fmoc-Lys(Mtt)-OH par exemple). Apr&s 
deprotection du dernier groupement Fmoc ou Mtt, le reste des groupements protecteurs 
(Mtt ou Fmoc) est clive et le bras espaceur convenablement protege (Fmoc-Ahx-COOH 
par exemple) est couple en pr6sence d'un agent de couplage sur les fonctions amines 
libres. A Tissue de ce couplage, le groupement protecteur du bras espaceur est cliv6 et 
le peptide D est assemble par des methodes classiques de synthese peptidique. A la fin 
de la synthese et une fois le dernier groupe protecteur enlev6, le peptide est clive de la 
resine (traitement k V acide trifluoroac6tique par exemple), lyophilise apres precipitation 
a Tether et purifie par HPLC preparative en phase inverse sur une colonne CI 8 par 
exemple. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1A represente le modele moleculaire du complexe trivalent CD40- 
CD40L. 

5 La Figure IB represente des residus de CD40L situes a 1' interface et essentiels a 

l'interaction avec CD40. Les r6sidus portant une etoile appartiennent a la deuxieme 
sous-unite CD40L formant l'interface. 

La Figure 2 repr6sente la structure des ligands trimeriques de rinvention. 

10 

Les Figure 3A, 3B, 3C et 3D represented l'expression de CD95 a la surface des 
cellules du lymphome de Burkitt BL41 lors de l'interaction CD40-CD40L, mesuree par 
cytometric de flux. Les surfaces gris6es represented le contrdle isotypique et la courbe 
gris clair represente la fluorescence proportionnelle a la quantite d'anti-CD95 fixe sur 

15 les cellules. 

La Figure 3A represente l'expression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionn6es (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 non transfectes. 

La Figure 3B represente l'expression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 transfers par 
20 CD40L. 

La Figure 3C represente l'expression de CD95 lorsque les cellules BL41 
susmentionn6es (5.10 5 /ml) sont incub6es avec des fibroblastes 3T6 non transfectes, en 
presence d'anticorps anti-CD40L. 

La Figure 3D represente l'expression de CD95 lorsque les cellules BL41 
25 susmentionnees (5.10 5 /ml) sont incubees avec des fibroblastes 3T6 transfectes par 

CD40L, en presence d'anticorps anti-CD40L. 
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PREPARATION DES COMPOSES LI, L2, L3 ET L4 
A) PREPARATION DU COMPOSE LI 

Le compose LI repond a la formule suivante : 

H-Lys-y [CHjNH]Pro-Arg 

[CH 2 NH]Pro-Arg^ H 

H-Lys-f [CHjNHlPro-Arg 

10 H-Ly S -x|»[Cf^NH]PK»-Aig / H-Lys- v [CHjNHJPio-Aig 



H-Lys- V [CH I NH]Pro-Arg v . NH ^ H 

, ^ X JL ^ ^ X^^X.J^ 




r 



Le compose LI est syntbitise en phase solide sur une resine Wang-Ala-Fmoc 
commerciale sur une echelle de 200 umol. Apres clivage du groupement Fmoc avec 25% 
de piperidine dans la DMF (dimethyleformamide) (2 x 15 min), l'acide amine Fmoc- 

15 Lys(Mtt)-OH (3 equivalents) active avec Bop (benzotriazol-l-yloxy- 

Ms(d^emylamino)phosphonium hexafluoropliosphate)(3 equivalents), HOBt (1- 
hydroxybenzotriazole)(3 equivalents) et DIEA (diisopropylemylamine)(9 equivalents) 
dans la DMF est couple a la resine (2x15 min). Les techniques de lavage et de filtration 
de la resine ainsi que de deprotection du groupement Fmoc sont celles couramment 

20 utilisees en synthese peptidique en phase solide. Le groupement Mtt (4-methyltrityle) est 

clive avec une solution (6 ml) de 85% DCM (dichloromethane), . 10% TIS 
(triisopropylsilane), 5% TFA (acide trifluoroacetique) (3x3 min). Le deuxieme et le 
troisieme Fmoc-Lys(Mtt)-OH sont couples avec la mSme strat6gie et les memes quantites 
de r6actife ci-dessus. La quatrieme lysine est couplee sous forme de Fmoc-Lys(Fmoc)- 

25 OH. Apres deprotection du groupement Fmoc avec 25% piperidine dans la DMF (2x15 

min), les acides amines Fmoc-Arg(Pbf)-OH et Fmoc-Pro-OH (15 equivalents) actives 
avec Bop (15 equivalents), HOBt (15 equivalents) et DIEA (45 6quivalents) dans la DMF 
sont couples pendant 15 minutes (chaque couplage est repete 2 fois). La liaison amide 
reduite entre la lysine et la proline est formee sur la resine en utilisant la reaction 

30 d'amination reductrice de l'aldehyde Boc-Lys(Boc)-CHO (2,5 equivalents) en presence 

de NaBH 3 CN (2,5 equivalents) dans de la DMF contenant 1% d' acide acetique (2 x lh). 
Le produit est clive de la resine avec une solution (5 ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% 
ITS pendant 2 heures. Apres precipitation dans de l'ether froid, le produit brut est 




lyophilise dans un melange H 2 0/acetomtrile/acide acetique (80/15/5). Le produit est 
controle par spectrometrie de masse (MALDI-MS (Matrix assisted laser desorption 
ionisation mass spectrometry)) et HPLC analytique et purifi6e par HPLC preparatif sur 
colonne Cig en utiHsant un gradient d'acetonitrile dans 1'eau. 

5 

B) PREPARATION DU COMPOSE L2 



Le compose L2 repond a la formule suivante : 




Le compose L2 est synthetise comme LI jusqu'a la quatrieme lysine. Apres 
deprotection du groupement Fmoc avec 25% de piperidine dans la DMF (2x15 min), 

15 les groupes amin6s libres sont acetyles avec une solution d' anhydride acetique (1 ml) 

dans du DCM (2 ml) en pr6sence de DIEA (1 ml) pendant 15 minutes. Le produit est 
clive de la resine avec une solution (5 ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% TIS pendant 2 
heures. Apres precipitation dans de l'ether froid, le produit brut est lyophilise dans un 
m61ange H 2 0/acetonitrile/acide acetique (80/15/5). Le produit est contr61e par 

20 spectrometrie de masse (MALDI-MS) et HPLC analytique et purifiee par HPLC 

preparatif sur colonne Cig en utilisant un gradient d'acetonitrile dans l'eau. 

C) PREPARATION DU COMPOSE L3 

25 Le compose L3 r6pond & la formule suivante : 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr. 
30 




Le compose L3 est synthetise comme LI jusqu'a la quatrieme lysine. Apres 
deprotection du groupement Fmoc avec 25 % piperidine dans la DMF (2x15 min), les 
acides amines Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH et Fmoc- 
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Lys(Boc)-OH (15 equivalents) actives avec Bop (15 equivalents), HOBt (15 
equivalents) et DIEA (45 equivalents) dans la DMF sont couples pendant 15 minutes 
(chaque couplage est repete 2 fois). Le produit est clive de la resine avec une solution (5 
ml) de 80% TFA, 10% DCM, 10% TIS pendant 2 heures. Apres precipitation dans de 
l'ether froid, le produit brut est lyophilise dans un melange H 2 0/acetonitrile/acide 
acetique (80/15/5). Le produit est contrdle par spectrometrie de masse (MALDI-MS) et 
HPLC analytique et purifiee par HPLC preparatif sur colonne C« en utilisant un 
gradient d' acetonitrile dans l'eau. 

D) PREPARATION DU COMPOSE L4 



Le compos6 L4 repond a la formule suivante : 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 

NH 




1) Preparation des synthons 



a) Boc-(D)Ala-OAll 

L'acide amine Boc-D-Ala-OH (1,89 g, 10 mmol) est solubilise dans 70 ml d'ACN 
(acetonitrile) et la solution refroidie a 0°C. Apres avoir ajoute 1,5 ml (1,2 equivalents) 
deDBU (l,8-diazabicyclo[5,4,0]undeoen-7-ene), une solution debromure d'allyle (0,72 
ml, 1 equivalent), dans 10 ml d' acetonitrile, est ajoutee goutte a goutte pendant environ 
15 minutes. La reaction, suivie par chromatographic en couche mince (CCM) se deroule 
a temperature ambiante pendant 21 heures. Apres evaporation de 1' acetonitrile, le 
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produit brut est dissous dans l'acetate d'ethyle et la solution organique est lav6e avec 
NaHC0 3 5%, H 2 0, KHS0 4 IN et H 2 0. Aprfes sechage sur Na 2 S0 4 et evaporation de la 
phase organique, le produit est recupere sous forme d'huile avec un rendement de 73%. 
Le produit est caract6rise par spectroscopic RMN et FT-IR, et utilis6 pour la reaction 
suivante sans purifications ulterieures. 

b) HClxH-(D)Ala-OAlI 

L'acide amine Boc-D-Ala-OAll (1,67 g ; 7,3 mmol) est sohibilis6 dans une 
solution de 5 ml de HC1 (4 M) dans du dioxane sous atmosphere d'argon pendant 30 
minutes. La faction est suivie par CCM. Apres Evaporation de la solution acide, le 
produit est obtenu solide sous vide avec un rendement de 90%. Le produit est 
caracterise par spectroscopic RMN et FT-IR, et utilisd pour la reaction suivante sans 
purifications ulterieures. 

c) Fmoc-Lys(Mtt)-OAli 

L'acide amine Fmoc-Lys(Mtt)-OH (625 mg, 1 mmol) est solubilise dans 5 ml de 
dichloromethane (DCM) en presence de HOBt (1 equivalent) et EDCxHCl (EDC : 1- 
ethyl-3-(3-dim6thylaminopropyl)carbodiimide methiodide)(l,l Equivalents). Aprfcs 5 
minutes, l'allyle alcool (1 equivalent) et la DMAP (4-dimethyl anunopyridine)(0,l 
Equivalents) sont ajoutes. Apres 27 heures, 0,5 equivalents de HOBt, EDCxHCl, allyle 
alcool et 0,1 equivalents de DMAP sont ajout6s. La reaction se d6roule au total pendant 
44 heures. Apres Evaporation du dichloromethane, le produit brut est dissous dans 
l'acetate d'ethyle et la solution organique est lavee avec NaHC0 3 5%, H 2 0, KHSO4 IN 
et H 2 0. Aprfcs s6chage sur Na 2 S0 4 et evaporation de la phase organique, le produit est 
recup&re su forme d'huile avec un rendement de 94%. Le produit est caracterise par 
spectroscopic RMN et FT-IR, et utilis6 pour la reaction suivante sans purifications 
ulterieures, 

d) H-Lys(Mtt)-OAH 

Fmoc-Lys(Mtt)-OAll (240 mg, 0,36 mmol) est solubilise dans 20% de DEA 
(diethyle amine) dans du DCM (10 ml). La r6action, suivie par CCM, se deroule 
pendant 5 heures apres avoir ajoutd encore 3 ml de DEA. Apres evaporation de la 
solution, le produit brut est solubilis6 dans le diethyle ether et extrait avec une solution 
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de KHSO4 1 N. La solution acide est basifiee avec NaHC0 3 solide et le produit re- 
extrait avec de l'acetate d'ethyle. La phase organique est lavee avec H 2 0, sechee sur 
N2SO4 et evapor6e. Le produit est recuper6 sous forme d'huile avec un rendement 
quantitatif, et utilise pour la reaction suivante. 

2) Amination reductrice sur support solide 

La reaction d'amination r6ductrice est effectuee en phase solide sur une resine 2- 
(3,5-dimemoxy-4-formylphenoxy)ethyle polystyrene commerciale, sur une 6chelle de 
62 umol. HClxH-D-Ala-OAU (10 equivalents) et NaBH 3 CN (10 equivalents) sont 
solubilises dans la DMF et ajoutes a la r6sine. La reaction, suivie par 
spectrophotometrie FT-IR, se d6roule pendant 24 heures sous agitation. 

3) Preparation du dipeptide lineaire, precurseur du L4 

L'acide amine Fmoc-Lys(Mtt)-OH (5 equivalents) est solubilis6 dans 1 ml de 
dichloromethane en presence du collidine (14 Equivalents) et active avec du triphosgene 
(1,65 equivalents) pendant 1 minute. La solution est ensuite ajoutee a la resine (62 
umol) et la faction de couplage se deroule pendant 30 minutes. La resine est lav6e de 
maniere extensive au DCM, a la DMF et sechee a 1' ether. 

4) Preparation du tripeptide lineaire precurseur du L4 

Le conjugue dipeptide-resine (62 umol) est traite avec Pd(Ph 3 ) 4 (2 equivalents), 
solubilise dans 2 ml d'une solution de DCMrAcOH (acide acetique):NMM (N-methyle 
morpholine) en rapport 1850:100:50 pendant 6 h sous argon. La reaction est suivie par 
spectrophotometrie FT-IR. Ensuite, a l'acide amine H-Lys(Mtt)-OAU (5,8 equivalents), 
solubilise dans 1,5 ml de DMF et 600 ul de DCM, sont ajoutes HATU [0-(7- 
azabenzotriazol-l-yl)-l,l,3,3-tetramethyluranium hexafluorophosphate] (4 equivalents) 
HOAt (7-azabenzotriazol) (4 equivalents), CuCl 2 (0,5 equivalents) et collidine (9 
Equivalents). La solution est ajoutee a la resine (62 umol) et la faction de couplage se 
deroule pendant 2 heures. La resine est lavee de maniere extensive a la DMF, au DCM, 
au methanol, sechde a Tether et controlee par spectrophotometrie FT-IR. 
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5) Preparation de Phexapeptide cyclique L4 

Apres deprotection du groupement Fmoc avec 25 % de pipEridine dans la DMF 
(2x15 min), les acides aminEs Fmoc-D-Ala-OH, Fmoc-Lys(Mtt)-OH et Fmoc-D-Ala- 
OH (5 Equivalents) actives avec Bop (5 equivalents), HOBt (5 Equivalents) et DEBA (15 
equivalents) dans la DMF sont couples pendant 1 heure (chaque couplage est rEpEtE 2 
fois). Le groupement allyle est clive avec Pd(Ph 3 )4 (2 equivalents), solubilise dans 2 ml 
d'une solution de DCM:AcOH:NMM en rapport 1850:100:50 pendant 6 h sous argon. 
Le groupement Fmoc est clive avec une solution 25% de piperidine dans la DMF (2 x 
15 min). Le dErivE hexapeptide-resine linEaire avec les extrEmitEs N- et C-terminales 
libres est cyclise en presence de HOAt (4 equivalents), DIC (diisopropylcarbodiimide) 
(4,4 Equivalents) dans une solution de DMF/DCM 5:2 (2,1 ml) pendant 3 heures. Le 
groupement Mtt est clive avec une solution (2 ml) de 85% DCM, 10% TIS, 5% TFA (3 
x 2 min). Les acides amines Fmoc-Ahx-OH (H-Ahx-OH : acide 6-amino hexano'ique), 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Gly-OH et Fmoc-Lys(Boc)^OH (15 
Equivalents) actives avec Bop (15 Equivalents), HOBt (15 Equivalents) et DIEA (45 
Equivalents) dans la DMF sont couplEs pendant 1 heure (chaque couplage est rEpEtE 2 
fois). Le peptide cyclique est clivE de la rEsine avec une solution (3 ml) de 90% TFA, 
5% H 2 0, 5% TIS pendant 2 heures. Le clivage est rEpEtE une deuxieme fois dans le 
memes conditions pendant 3 heures. Apres precipitation dans de TEther froid, le produit 
brut est lyophilisE dans un mElange H 2 0/acEtonitrile/acide acEtique (80/15/5). Le 
produit est controlE par spectromEtrie de masse (MALDI-MS) et HPLC analytique et 
purifiEe par HPLC prEparatif sur colonne Ci 8 en utilisant un gradient d'acEtonitrile dans 
Teau. 



TESTS BIOLOGIQUES : 

Ces tests s'effectuent en 3 phases. On choisit d'abord les ligands les plus 
interessants par des tests simples, puis leurs effets physiologiques sont testes dans des 
modules d'activations cellulaires in vitro. Enfin, les ligands les plus interessants sont 
testes dans des modeles murins in vivo. 

I - SELECTION DES LIGANDS : 

Une fois l'integrite structural de ces ligands analyst, leur liaison est testee sur 
des molecules CD40 solubles ou membranaires. Pour cela, on mesure l'inhibition de la 
liaison du CD40L soluble sur la molecule CD40 adsorbee a du plastique ou pr6sentee 
par des cellules B normales ou transformees (lymphome de Burkitt). Cette etape est 
evaluee a l'aide d'un test ELISA et d'un marquage en cytometric de flux permettant de 
visualiser la liaison CD40/CD40L. ?i 
Ensuite, raffinite de ces ligands pour la molecule CD40 est evaluee a l'aide d'uii 
biocapteur (BIAcore™). Pour etudier l'effet agoniste ou antagoniste de ces ligands, utl, 
test base sur un systeme biologique simple a ete mis au point. On etudie l'expression de 
la molecule membranaire CD95 par des cellules B transferases (lymphomes de Burkitt) 
aprfcs activation par l'interaction CD40-CD40L (Schattner et al., 1996). Dans un tel 
modele, le partenaire CD40L est exprime sin: des fibroblastes transfectes (3T6- 
CD40L)(Buelens et aL, 1997). Les cellules du lymphome de Burkitt BL41 sont incubees 
avec des fibroblastes 3T6 non transfect6es (Figures 3A et 3C) ou avec des fibroblastes 
3T6 transfectes par CD40L (Figures 3B et 3D). Aprfes 48h,- l'expression de CD95 est 
evaluee par cytometric de flux. L'expression de CD95 est induite en presence de 
CD40L (Figure 3B). Un anticorps anti-CD40L commercial inhibe les consequences de 
Interaction CD40-CD40L (Figure 3D). 

L'effet agoniste des ligands est 6value par la mesure de Texpression de CD95, en 
cytometric de flux, apres incubation des cellules B avec les ligands de CD40. L'effet 
antagoniste est evalue par la mesure de la diminution de l'expression de CD95 induite 
par le CD40L en pr6sence des diff6rents ligands chimiques (voir Tableau I). Grice a ces 
tests, on selectionne les ligands les plus interessants pour evaluer leur activite in vivo et 
in vitro dans des modeles plus complexes. 



A) PRINCIPE DU TEST BIOLOGIQUE 

Les cellules de lymphomes B expriment la molecule CD95 lorsqu'elles recoivent 
un signal par Intermediate de la molecule CD40, qu'elles expriment de maniere 
constitutive. Ce signal est generalement apporte par la molecule CD40L (CD154) 
exprimee par une autre cellule. Les ligands antagonistes inhibent la liaison de CD40 sur 
CD40L et bloquent done l'expression de CD95. Les ligands agonistes miment la 
mol6cule CD40L et induisent l'expression de CD95 meme en absence de la cellule 
exprimant CD40L. 

Mode o p6ratoire 

Les cellules du lymphome de Burkitt BL41 (5.10 5 /ml) sont cultivees en prdsence 
de fibroblastes 3T6 (10 5 /ml) transfers (3T6-CD40L) ou non avec CD40L (3T6), et 
traitees a la mitomycine pour arreter leur proliferation. Les ligands sont ajoutes au debut 
de la culture a la concentration desiree. Apres 48h de culture, l'expression de la 
molecule CD95 est mesur6e en cytometric de flux. Les cellules BL41 sont distinguees 
des fibroblastes en utilisant un anticorps anti-CD19 (marqueur specifique des cellules 

B). 



Resultats 



Les cellules BL41 cultivees en presence des cellules 3T6 n'expriment pas la 
molecule CD95 (Figure 3A). Par centre, l'expression de CD95 est induite a la surface 
des cellules BL41 en presence de cellules 3T6-CD40L (Figure 3B). Un anticorps anti- 
CD40L commercial, qui bloque Interaction CD40/CD40L, inhibe complement 
l'expression de CD95 induite sur les cellules BL41 en presence des cellules 3T6- 
CD40L (Figure 3D). 

L'expression de CD95 est inhibee par le ligand LI a 100 et 50 uM (Tableau 1). Le 
ligand L3, qui a la meme structure ccsur que LI , mais qui presente une sequence en acides 
aminds differente inhibe fortement l'expression de CD95 induite par CD40L de 100 a 25 
uM. Le ligand L2, qui correspond a la stmcture cceur des Ugands LI et L3, n'a aucun effet 
sur l'expression de CD95. Enfin, Le ligand a structure ccsur cycUque L4 inhibe 
^expression de CD95 induite par CD40L a 10 et 5uM. Son activite est done environ 10 
fois plus importante que pour le ligand lineaire qui presente le meme peptide (L3). 
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Tableau I 



% d'inhibition de l'expressioa de CD95 induite par CD40L 
aprhs traitement avec 





1 1 


T 1 






100 pM 


60 


0 


60 




50 pM 


43 


0 


62 




25 pM 


0 


0 


25 




10 pM 






13 


40 


5 pM 






0 


30 


2,5 pM 








0 


1 pM 








0 
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B) ETUDE DE L^INTERACTION ENTRE LE CD40 ET LE CD40L ET 
LES PEPTIDES LI a L4 : 



Principe de la m6thode 

10 Le Biacore3000 est un appareil qui permet P etude des interactions entre deux 

motecules, bas6 sur la resonance plasmonique de surface. D permet de mesurer en temps 
reel, et done de suivre les cin6tiques d'interaction (association et dissociation) d'un 
analyte (qui se trouve dans une solution injectee) et d'un ligand (immobilise sur une 
micropuce supportant la mesure)* Les mesures cinetiques a differentes concentrations 

15 d'analyte permettent de calculer les constantes d'affinites de l'interaction entre le ligand 

et les analytes. La micropuce contient quatre cellules de mesure differentes, ce qui permet 
de comparer directement une cellule de reference sur laquelle une proteine non-pertinente 
(proteine qui n'a aucune affinite avec le ligand etudie), mais proche du ligand est 
immobilisSe avec la cellule sur laquelle le ligand est immobilise. 
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Mode operatoire 

Sur une micropuce ont ete immobilises des anticorps de lapin diriges contre la 
partie constante d'immunoglobulines de souris. Dans la cellule de reference on 
immobilise avec un flux de 5 uL/min durant 2 minutes un anticorps monoclonal de 
souris d'isotype IgG2a (LG1 12) a 40 nM ; dans la cellule du ligand on immobilise dans 
les memes conditions le CD40 recombinant associe a la partie constante de la chaine 
lourde d'IgG2a de souris (human CD40 mulg fusion protein, ANCELL Corporation, 
Bayport, MN). 

Sur les deux cellules (reference et ligand) sont ensuite injectes, comme analyte, le 
CD40L (human CD154 muCD8 fusion protein, ANCELL Corporation) a differentes 
concentrations ou le CD40L a une concentration de 1 uM ou de 125 nM, en presence de 
differents concentrations de ligands. Le flux en presence des analytes est de 10 uL/min 
pendant 5 minutes pour etudier l'association et, en absence d'analytes, les conditions 
sont les memes pour etudier la dissociation. 

Afin de regenerer les cellules (c'est-a-dire enlever toutes les proteines adsorbees 
de maniere non covalente), une solution de 10 mM de HC1 est injectee a 5 uL/min 
durant 1 minute. Les cellules sont ensuite pretes pour une nouvelle analyse. 

Resultats 

Afin d'etudier la constante d'affinite du CD40L pour le CD40, on utilise 4 
concentrations de CD40L de 62,5 jusqu'a 500 nM. La constante d'equilibre est calculee a 
54 nM. 

Pour etudier l'association avec LI, ranalyte etait constitue de CD40L a 1 uM et de 
LI a 50 uM. Bien qu'une inhibition soit observee durant les premieres secondes de 
1'interaction, elle disparatt au cours des cinq minutes d' association, rendant impossible 
le calcul de la constante d'equilibre de LI . Celle-ci est done plus grande que 50 uM. 



L'association de L3 fut 6tudiee en presence de 125 nM de CD40L. L'analyse 
cinetique en presence de 2,5 uM de L3 a donne une constante d'6quilibre pour L3 de 10 
uM. 




L' association de L4 fut etudiee en presence de 100 nM de CD40L. L'analyse 
cin6tique en presence de 40 et 80 nM de L4 donnait une constante d'equilibre pour L4 
de 180 nM. 
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H - TESTS DES LIGANDS DANS DES MODULES IN VITRO : 

Les cellules dendritiques immatures, differenciees in vitro a partir de monocytes 

i 

humains, sont tres sensibles au CD40L qui induit leur maturation. Cette maturation 

10 s'accompagne (i) de profonds remaniements ph6notypiques, (ii) d'une s6cretion de 

cytokines et de chimiokines, (iii) d'une resistance a Tapoptose mediae par le CD95 
(Koppi et al., 1997 ; Bjorck et al., 1997), (iv) d'une longevity accrue des cellules 
dendritiques (Miga et al., 1997) et (v) d'une capacite nettement accrue des cellules 
dendritiques matures a stimuler des lymphocytes T allog&iiques. On etudie Feffet de 

15 ces ligands sur les CDs. On Studie en premier lieu, par cytometric en flux, la capacite 

des ligands agonistes potentiels k modifier le ph6notype des CDs immatures. On ' 
poursuit cette etude en cherchant k mettre en evidence, a l'aide de tests ELISA, leK 
d6clenchement par les ligands agonistes d'une secretion de cytokines. Enfin, cette 
recherche est compl6t6e par l f etude de la capacit6 des CDs, preincubees en presence des 

20 molecules agonistes, a stimuler des cellules T allogeniques. L'effet des ligands 

antagonistes est evalue par la mesxire de la diminution des variations, normalement 
induites par le CD40L, observ^e en pr6incubant les . CDs en presence des molecules 
antagonistes. I/effet des ligands peut aussi Stre test6 (i) sur la commutation de classes 
des lymphocytes B, qui peut etre mimee in vitro par activation de cellules B des 

25 amygdales par CD40 en presence de cytokines, et (ii) sur la differentiation des 

lymphocytes T cytotoxiques qui peut dtre mimee par une co-incubation de cellules 
dendritiques activ6es par CD40 et des cellules T pre-cytotoxiques. 
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REVINDICATIONS 



1. Mol6cule multimerique capable de mimer, avec une activit6 agoniste ou 
antagoniste, vm ligand multimerique proteique naturel. 

2. Moldcule multimerique selon la revendication 1 , le ligand etant un ligand de 
recepteur de la superfamille du TNF. 

3. Mol6cule multimerique selon la revendication 2, le ligand etant un ligand de 
la molecule CD40. 

4. Molecule multimerique selon l'une des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce qu'elle repond a la formule generate suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

- n est egal a 3, 4, 5 ou 6, 

- A est un groupe chimique, fonctionnalise par au moins trois fonctions amines 

ou fonctions COOH, 

- X represente un groupe D, B-D ou B(D)-D', dans lequel : 

* B est un bras espaceur, 

* D et D' sont des peptides ou pseudopeptides correspondent a une s6quence 
d6riv6e du ligand, choisie parmi les r6sidus formant rinterface avec le r6cepteur du 
ligand, laquelle est susceptible d'interagir avec le recepteur. 

5. Molecule multimerique selon la revendication 4, caracterisee en ce que A 
presente une symetrie C3. 



6. Molecule multimerique selon la revendication 4, caracterisee en ce que : 
9 soit A est un radical branche de symetrie C 3 de formule generate suivante : 
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REVENDICATIONS 

1. Molecule multimerique, caracteris6e en ce qu'elle repond a la formule 
generate suivante : 

A-X n 

dans laquelle : 

— n est egal k 3, 4, 5 ou 6, 

— A est un groupe chimique, fonctionnalisS par au moins trois fonctions amines 
on fonctions COOH, 

— X represente un groupe -D, -B-D ou -B(D)-D*, dans lequel : 

• B est un bras espaceur, 

* -D et -D' reprdsentent des peptides d6riv6s du ligand du recepteur CD40 
humain ou murin (CD40L), lesdits peptides appartenant a la sequence primaire du 
ligand CD40L de CD40 et dont le nombre d'acides amines est compris entre 3 et 10. 

2. Mol6cule selon la revendication 1, caracteris6e en ce que les peptides 
d6rives du ligand du recepteur CD40 humain ou murin (CD40L) sont choisis parmi les 
suivants : 

Lys 143 -Gly-Tyr 145 , Tyr 143 -Gly^Lys 143 , Lys 143 -Gly-Tyr-Tyr 146 , 

Tyr 146 -Tyr-Gly-Lys 143 , 

Lys-Pro-Arg, H-Lys-vj/CCHzNI^Pro-Arg, 

Arg^-Phe-Glu-Arg-lle-Leu-Leu-Arg 207 , 

Ar^-Leu-Leu-ne-Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

^^-Phe-Glu-Arg-ne^^le^-Arg-Glu-Phe-Arg 2 ?, 

Arg^-He-Leu-Leu-Arg 207 , Arg^-Leu-Leu-He-Arg 203 , 

Cys 218 -Gly-Gln-Gm-Ser-Ile 223 J He^-Ser-Gln-Gln-Gly-Cys 218 , 

Gl^-Ser-Glu-Arg-He-Leu-Leu-Lys 207 , 

Ly^-Leu-Leu-ne-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Gly^-Ser-Glu-Arg-Ile 204 , ne 204 -Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Arg^-Ile-Leu-Leu-Lys^Lys^-Leu-Leu-He-Arg 203 , 

Cys 218 -Glu-Gln-Gln-Ser-Val 223 ,Val 223 -Ser-Gm-Gln-Glu-Cys 218 3 
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dans laquelle : 

* m et m' sont des nombres entiers compris de 1 a 5, 

* V represente un groupe NH ou CO formant une liaison amide avec X, 

* Z represente un atome d'oxygene ou un groupe CH2, 

* Y represente soit un atome d' azote, soit un groupe R-C soit un groupe R- 
CONH-C, dans lesquels R peut etre un groupe alkyle avec 1 a 10 atomes 
de carbone, un groupe alkenyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe 
alkynyle avec 1 a 10 atomes de carbone, un groupe aryle avec 5 a 12 
atomes de carbone, un groupe aralkyle avec 5 a 14 atomes de carbone ou 
un groupe h6t6roaryle avec 1 a 10 atomes de carbone, lesdits groupes 
pouvant etre non substitues ou substitues par 1 jusqu'a 6 substituants 
choisis parmi les groupes COOH, NH 2 , CONH 2 ou alkoxy, 



o soit A est un radical C 3 cyclique repondant a l'une des formules generales 
suivantes : 




ou parmi des peptides hybrides consiliums d'au moins deux acides amines 
cons6cutifs de deux des sequences definies ci-dessus, notamment les peptides de 

i 203 T1 204 rj, 145 ~, 146 A 203 T1 204 r- 146 ~ 145 ^, 144 T 143 

sequences Arg -lie -Tyr -Tyr ouArg -He -Tyr -Tyr -Gly -Lys , 
ou parmi des fragments des sequences susmentionnees, 
les acides amines pouvant etre indifKremment de configuration L ou D. 



3. Molecule multim6rique selon la revendication 1 ou 2, caracterisSe en ce que 
A pr^sente une symetrie C3. 

4. Molecule multim<§rique selon Tune des revendications 1 ou 2, caract6risee 
en ce que : 

• soit A est un radical branch^ de symetrie C3 de formule generate suivante : 



dans laquelle : 

* metm' sont des nombres entiers compris de 1 a 5, 

* V repr£sente un groupe -NH- ou -CO- formant une liaison amide avec X, 

* Z repr6sente un atome d'oxygene ou un groupe CH2, 

* Y repr6sente soit un atome d'azote, soit un groupe R-C- soit un groupe 
R-CONH-C-, dans lesquels R peut Stre un groupe alkyle avec 1 a 10 
atomes de caxbone, un groupe alk6nyle avec 1 a 10 atomes de carbone, 
un groupe alkynyle avec 1 a 1 0 atomes de cartione, un groupe ary le avec 
5 k 12 atomes de carbone, un groupe aralkyle avec 5 k 14 atomes de 
carbone ou un groupe h6t£roaryle avec 1 .a 10 atomes de carbone, lesdits 
groupes pouvant etre non substitues ou substitues par 1 jusqu'& 6 
substituants choisis parmi les groupes -COOH, -NH2, -CONH2 ou 
alkoxy, 




IV 
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Ra^^N" N 



Ra 

N^N 

AA 



N"^Ra 




VI 



dans lesquelles : 

* Ra represente soit un groupe NH soit un groupe CO formant une liaison 
amide avec X, 

* Rb represente la chalne laterale d'un acide amine proteinogenique, 

* p est un nombre entier compris de 1 a 4, 

* q est un nombre entier compris de 0 a 4, 



soit A est un radical branche non symetrique repondant aux formules 
generates suivantes : 
NH, 





TTR 



VII 



vni 



dans lesquelles : 

* k represente 3, 4, 5 ou 6, 

* R 1 represente soit un atome d'hydrogene, soit un residu d'acide amine 
choisi parmi les acides amines proteinogeniques, soit un groupement 
RCO, ROCO ou RNHCO, R etant tel que defini ci-dessus, 

* R 2 represente soit un groupe NH 2 , soit un groupe NHR, soit un residu 
d'acide amine choisi parmi les acides amines proteinogeniques, R etant 
tel que d6fini ci-dessus, 
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e spit A est un radical C3 cyclique r6pondant a l'une des formules generates 
suivantes : 




IV V VI 

dans lesquelles : 

* Ra repr&sente soit un groupe -NH- soit un groupe -CO- formant une 
liaison amide avec X, 

* Rb represente la chaine lat6rale d'un acide amin6 prot&nogenique, 

* p est un nombre entier compris de 1 a 4, 




- B repond a l'une des formules generates suivantes : 

Il-Y-R 4 ou R-Y-R 4 

Tt 5 

dans lesquelles : 

* Y represente une chaine alkyle C1-C10 ou un groupement alkynyle ou 
alkenyle ou aryle ou aralkyle ou heteroaryle, 

* R 3 represente soit un groupe -NH lorsque V ou Ra est un groupe CO, soit un 
groupe CO lorsque V ou R a est un groupe -NH, 

* R 4 et R 5 represented ind6pendamment Tun de 1' autre un groupe CO ou un 
groupe NH, 

- D etD' sont des peptides ou pseudopeptides correspondant a une sequence 
derivee du ligand qui est en interaction avec le r6cepteur. 



7. Molecule selon Tune des revendications 4 a 6, caracteris6e en ce que D et 
D' repr6sentent des r6sidus derivds du ligand du recepteur CD40 humain ou murin 
(CD40L), choisis parmi les suivants : 

Lys 143 -Gly-Tyr 145 , Tyr ,45 -Gly-Lys 143 , Lys'^-Gly-Tyr-Tyr 146 , 

Tyr 146 -Tyr-Gly-Lys 143 , 

Lys-Pro-Arg, H-Lys-H/(CH 2 NH)Pro-Arg, 

Ar^^-Phe-Glu-Arg-Ile-Leu-Leu-Arg 207 , 

Ar^-Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

Arg 200 -Phe-Glu-Arg-Ile 204 ,ne 204 -Arg-Glu-Phe-Arg 200 , 

Arg 203 -Ile-Leu-Leu-Arg 207 ,Arg 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 
Cys 218 -Gly-Gln-Gln-Ser-ne 223 ,ne 223 -Ser-Gln-Gln-Gly-Cys 218 , 

Gly 200 -Ser-Glu-Arg-Ile-Leu-Leu-Lys 207 , 

Lys^-Leu-Leu-Ile-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Gl^^-Ser-Glu-Arg-Ile^^le^-Arg-Glu-Ser-Gly 200 , 

Arg 203 -Ile-Leu-Leu-Lys 207 ,Lys 207 -Leu-Leu-Ile-Arg 203 , 

Cys 21 8 -Glu-Gln-Gln-Ser-Val 223 , Vai 223 -Ser-Gln-Gln-Glu-Cys 218 , 



* q est un nombre entier compris de 0 a 4, 

o soit A est un radical branch^ non sym6trique r6pondant aux formules 
g6n6rales suivantes : 



HN" 





dans lesquelles : 

* k represente 3, 4, 5 ou 6, 

* R 1 represente soit un atome d'hydrogene, soit un r£sidu d'acide amin6 
choisi parnii les acides amines proteinogeniques, soit un groupement 
RCO-, ROCO- ou RNHCO-, R etant tel que dSfini ci-dessus, 

2 ^ 

* R represente soit un groupe -NKb, soit un groupe -NHR, soit un r£sidu 
d'acide amine choisi parmi les acides amines proteinogeniques, R etant 
tel que d6fini ci-dessus, 



B repond a Tune des formules generates suivantes 

-EL— Y— R 4 ou -R— ^ 



— Y — R 
dans lesquelles : 

* Y represente une chaine alkyle Ci-Cio ou un groupement alkynyle ou 
alkenyle ou aryle ou aralkyle ou het&oaryle, 

* R represente soit un groupe -NH- lorsque VouRa est un groupe -CO-, soit 
un groupe -CO- lorsque V ou Ra est un groupe -NH-, 

* R 4 et R 5 representent independamment Tun de Pautre un groupe -CO- ou un 
groupe -NH-, 

D et -D> sont des peptides ou pseudopeptides tels que d^finis dans la 

revendication 1 ou 2. 



m 
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ou parmi des peptides hybrides consuls d'au moins deux acides amines 
consecutifs de deux des sequences definies ci-dessus, notamrnent les peptides de 
sequences Arg^-He 2 "^^ 



ou 



parmi des fragments des sequences susmentionnees, 
les acides amines pouvant etre indifferemment de configuration L ou D. 



8. Molecule selon l'une des revendications 4 a 7, caracteris6e en ce que A 
repond a l'une des formules suivantes : 



.Nil, 



,COOH 



HOOC^^ 



N' 



COOH 





dans lesquelles i represente un nombre entier superieur ou egal 



# • 



5. Molecule selon Tune des revendications 1 a 4, caract&isee en ce 
rSpo'nd k rune des foramles suivantes : 




dans lesquelles i repr&ente un nombre entier sup6rieur ou egal & 1 . 

6. Molecule selon l'une des revendications 1 k 5 9 de formule suivante : 



H-Lys-Gly-iyr-Tyr, 




# • 

9. Molecule selon l'une des revendications 4 a 8, de formule suivante 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr 

m 

9 „ * 9 H (< >=o 

NH 



NH 

4 ( 



10 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr I ' J V ° 

H-N N-H 

NH 

H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— g o 



15 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr^ H-Ly S -Gly-Tyr-Tyr >H 
H-Lys-Gly-Tyr-Tyr,. — ^ ^ 





-H-Lys-Gly-Tyr-Tyr^" H-Lys-G.y-Tyr-T y r 

20 



o 

25 H-Lys-Gly-Tyr-Tyr I > 5 ( L_. 0 Q 



H-Lys-Gly-Tyr-Tyr— NH O 




S 

^Tyr-Tyr-Gly-Lys- 
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H-Lys-Gly-Tyr 




H-Lys-Gly-Tyr-Tyr-HN 



10. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend, a titre de 
substance active une molecule multimerique selon l'une des revendications 1 a 9, en 
association avec un vecteur pharmaceutiquement acceptable. 

11. Composition vaccinale, caracterisee en ce quelle comprend, a titre de 
substance active une molecule multimerique selon l'une des revendications 1 a 9, en 
association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

12. Utilisation de molecules multimeriques selon l'une des revendications 1 a 9, 
pour la preparation d'un medicament destin6 au traitement de pathologies impliquant 
rinhibition ou l'activation de la reponse immunitaire. 

13. Utilisation selon la revendication 12, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant l'inhibition de la reponse immunitaire, 
telles que les rejets de greffes ou les maladies auto-immunes. 

14. Utilisation selon la revendication 12, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant 1' augmentation de la reponse 
immunitaire, telles que les cancers ou les infections parasitaires, bacteriennes ou virales. 
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7. Composition phaimaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend, k titre de 
substance active une molecule multimerique selon Tune des revendications 1 a 6, en 
association avec un vecteurpharmaceutiquement acceptable. 

8. Composition vaccinale, caracterisee en ce qu'elle comprend, k titre de 
substance active une molecule multimerique selon Tune des revendications 1 a 6, en 
association avec un adjuvant pharmaceutiquement acceptable. 

9. Utilisation de molecules multimeriques selon Tune des revendications 1 a 6, 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant 
Pinhibition ou l'activation de la r£ponse immunitaire. 

10. Utilisation selon la revendication 9, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant l'inhibition de la r6ponse immunitaire, 
telles que les rejets de greffes ou les maladies auto-immunes. ' 

11. Utilisation selon la revendication 9, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies impliquant ^augmentation de la reponse 
immunitaire, telles que les cancers ou les infections parasitaires, bacteriennes ou virales. 

12. Procede de preparation sur support solide d'une molecule multimerique, 
selon l'une des revendications I k 6, dans laquelle A est un radical C 3 cyclique et 
repond a Tune des fonnules la, lb ou II telles que definies dans la revendication 4, ledit 
procede etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchalnement d'acides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthetisee 
par des cycles successifs de couplage entre des r6sidus d'acides amines N-proteges, 
dont trois portent un groupe de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de deprotection, le premier r6sidu d'acide amine etant 
accroche sur un support solide, 

- la cyclisation du precurseur lineaire de A protege susmentionne, 

- le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les sxisdites fonctions 
amines protegees, 
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15 Precede de preparation sur support solide d'une molecule multimerique, 
selon Tune des revendications 4 a 9, dans laquelle A est un radical C 3 cyclique et 
repond a I'une des formules la, lb ou U telles que definies dans la revendication 6, ledit 
procedd etant caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- la formation d'un precurseur lineaire de A, lequel precurseur est constitue d'un 
enchainement d'acides amines formant une chaine peptidique en croissance, synthetisee 
par des cycles successifs de couplage entre des residus d'acides amines N-proteg6s, 
dont trois portent un groupe R« de type amine, et la fonction amine de la chaine 
peptidique en croissance, et de defection, le premier r6sidu d'acide amin6 etant 

accroche sur un support solide, 

_ la cyclisation du precurseur lineaire de A prot6ge susmentionne, 

_ le clivage des susdits groupes protecteurs, pour liberer les susdites fonctions 

amines prot6gees, 

_ le couplage des trois fonctions amines liber6es avec un bras espaceur B 

N-protege, . 

- la deprotection du bras espaceur B et le couplage des fonctions amines hberees 
du bras espaceur B, avec un peptide D deja form6 ou form6 in situ par 1' assemblage 
sequentiel des residus d'acides amines correspondant au peptide D, et 

- le clivage de la molecule du support solide, apres la suppression de tons les 
groupements protecteurs presents sur les chaines laterales fonctionnalisees du peptide 
D, afin d'obtenir lamol6cule multim6rique selon l'invention. 

16 Precede de preparation d'une molecule multimerique selon l'une des 
revendications 4 a 9, dans laquelle A est un radical C 3 branch6 et repond a l'une des 
formules IV, V ou VI telles que d6finies dans la revendication 6, ledit precede etant 
caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

_ le couplage des trois fonctions amines du radical A de formule IV, V ou VI 
avec un bras espaceur B proteg6, 

- la d6protection du bras espaceur B, 

- 1'assemblage du bras espaceur B deprotege avec des acides amin6s proteges 
entrant dans la constitution d'un peptide D, par des cycles successifs de couplage, de 
purification et de deprotection des acides amines susmentionnes, 

- la deprotection du dernier acide amine entrant dans la constitution du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multimdrique selon l'invention. 
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- le couplage des trois fonctions amines liberees avec un bras espaceur B 
N-prot6ge, 

- la deprotection du bras espaceur B et le couplage des fonctions amines Iib6r6es 
du bras espaceur B, avec un peptide D deja forme ou forme in situ par 1' assemblage 
sequentiel des r6sidus d'acides amin6s correspondant au peptide D, et 

- le clivage de la molecule du support solide, aprks la suppression de tous les 
groupements protecteurs presents sur les chalnes lat&rales fonctionnalis<§es du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multim.6rique telle que definie dans Tune des 
revendications 1 a 6. 

13. Proced<§ de preparation d'une molecule multim&ique selon Time des 
revendications 1 a 6, dans laquelle A est un radical C 3 branche et repond a Tune des 
fonnules IV, V ou VI telles que d6finies dans la revendication 4, ledit proc6de 6tant 
caracteris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

- le couplage des trois fonctions amines du radical A de formule IV, V ou VI 
avec un bras espaceur B protege, 

- la deprotection du bras espaceur B, 

- Tassemblage du bras espaceur B d6protege avec des acides amines proteges 
entrant dans la constitution d'un peptide D, par des cycles successifs de couplage, de 
purification et de deprotection des acides amines susmentionn6s, 

- la deprotection du dernier acide amine entrant dans la constitution du peptide 
D, afin d'obtenir la molecule multhn^rique telle que definie dans Tune des 
revendications 1 a 6. 

{ 

14. Procede de preparation sur support solide d'une mol6cule multimerique 
selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle A est un radical branche non 
symetrique repondant & l'une des fonnules VII ou VHI telles que d6finies dans la 
revendication 4, ledit proc6d£ etant caract£rise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- le greffage d'une lysine sur un support solide, chacune des deux fonctions 
amines de la lysine, respectivement en position a et s, 6tant proteg6e respectivement par 
des groupes protecteurs diff&rents et orthogonaux, 

- Tallongement de la chalne peptidique formee a partir de la lysine, k la longueur 
desir6e, par couplages et d6protections successifs 



17. Proceed de preparation sur support solide d'une molecule multimerique 
selon Tune des revendications 4 a 9, dans laquelle A est un radical branche non 
sym6trique r6pondant a 1'une des formules VnouVffl telles que definies dans la 
revendication 6, ledit precede etant caracterisd en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

_ le greffage d'une lysine sur un support solide, chacune des deux fonctions 
amines de la lysine, respectivement en position a et z, etant protegee respectivement par 
des groupes protecteurs differents et orthogonaux, 

- r allongement de la chaine peptidique form6e a partir de la lysine, a la longueur 
desiree, par couplages et deprotections successifs 

* soit uniquement des fonctions amines en position a afin d'obtenir le 
radical A de formule VH, avec des fonctions amines protegees en 
position 6, 

* soit uniquement des fonctions amines en position e afin d'obtenir le 
radical A de formule VIII, avec des fonctions amines protegees en 
position a, 

- le couplage des fonctions amines deprot6g6es en position e dans le radical A de 
formule VII ou en position a dans le radical A de formule VHI, avec un bras B prot6ge, 

- l'assemblage du bras espaceur B deprotege avec un peptide D deja forme ou 
form6 in situ par l'assemblage sequentiel des r6sidus d'acides amines corresponds au 
peptide D, et 

_ le cHvage de la molecule ainsi obtenue du support solide, apres la suppression 
de tons les groupements protecteurs pr6sents sur les chaines laterales fonctionnalisees 
du peptide D. 
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* soit uniquement des fonctions amines en position a afin d'obtenir le 
radical A de fonnule VE, avec des fonctions amines proteg6es en 
position 8, 

* soit uniquement des fonctions amines en position e arm d'obtenir le 
radical A de fonnule VHI, avec des fonctions amines protegees en 
position a, 

- le couplage des fonctions amines deprot6gees en position e dans le radical A de 
fonnule VH ou en position a dans le radical A de formule VIE, avec un bras B protege, 

- l'assemblage du bras espaceur B deprot6ge avec un peptide D deja form6 ou 
forme in situ par l'assemblage sequentiel des residus d'acides amin6s correspondant au 
peptide D, et 

- le clivage de la mol6cule ainsi obtenue du support solide, apres la suppression 
de tous les groupements protecteurs pr6sents sur les chaines lat6rales fonctionnaUsees 
du peptide D. 
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Structure mimant la surface de CD40 
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CD95 
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BL41 + 3T6 + anti-CD40-L 
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FIGURE 3C 



FIGURE 3D 
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